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Recombinant DNA technology in the diagnosis of
African livestock disease
By subjecting the trypanosome parasite to the powerful scrutiny of recombinant DNA
technology, ILRAD scientists are enhancing efforts being made across Africa to
improve control of the devastating disease trypanosomiasis
An on­going revolution in molecular biology has produced a new generation of
exquisitely sensitive tools for diagnosing parasitic diseases. Scientists at ILRAD are
using state­of­the­art laboratory techniques to identify and, more recently, to
synthesize DNA molecules for use as 'molecular probes'. With these, they are able to
determine if a person or animal is suffering from the disease trypanosomiasis, and if
so, precisely what species or strain of parasite is causing the disease. With this
knowledge, disease control workers can prescribe better treatment.
Perhaps of even greater importance in the long run is ILRAD's use of DNA probes to
understand how the disease behaves in the field—what trypanosome species occur in
what areas and how often the parasites infect their tsetse fly and mammalian hosts.
This kind of information will give epidemiologists a better understanding of how the
disease is spread and in what areas people or livestock are at risk. These
sophisticated molecular probes are now being tailored at ILRAD for use in the field.
 
IN TROPICAL AFRICA, parasitic diseases remain widespread, largely because the
climate is ideal for the survival of many parasites and their insect vectors. To develop
new or better methods to control these parasitic diseases, scientists must understand
their epidemiology, that is, their distribution and behaviour in the field. To do this, they
must obtain large amounts of data on the prevalence and transmission, from one host
to another, of the parasites causing disease. The basic task of identifying some
parasite species and subspecies, however, has until recently been exceptionally
difficult.
Control of trypanosomiasis, one of the most important livestock diseases in Africa (the
disease is called sleeping sickness when it occurs in people), has been particularly
hindered by such diagnostic difficulties. The life cycle of the trypanosome is complex.
The parasite spends part of its life cycle in the tsetse fly and part in human or other
animal hosts. In passing through several developmental stages, the parasite changes
its form to suit new environments. This occurs, for example, when parasites are
ingested by a tsetse fly taking a blood meal from an animal and again when parasites
are inoculated by a feeding fly into the animal's bloodstream.
Another factor complicating the epidemiology of trypanosomiasis is the existence of
several trypanosome species, subspecies (groups of trypanosomes within a species
that show genetic differences) and strains (groups of trypanosomes within a
subspecies that show significant phenotypic differences). The characteristic physical
appearance of a trypanosome of one subspecies may be similar to that of other
subspecies, making it difficult and sometimes impossible to identify a parasite solely on
the basis of its appearance.
TRADITIONAL METHODS used to identify trypanosomes include microscopic
examination of mammalian blood smears and tsetse fly organs for the presence of the
parasites. But many trypanosomes can be distinguished from others only by inoculating
samples of each parasite type into experimental animal and then observing the
responses of the animals, which will differ according to the type of infecting parasite.
These traditional methods are often inadequate and unreliable. Scientists have long
required new laboratory methods that will more precisely and efficiently distinguish
closely related trypanosomes from each other. Epidemiologists and disease control
workers have also needed better diagnostic tools to rapidly detect and identify
trypanosome infections in the field, and thus determine such important factors as the
occurrence and infection rates of parasites in endemic area.
The new method these workers have been waiting for is now available in the
laboratory and is being refined for use in the field. Tools created by molecular biologists
over the last decade to enable them to discriminate among cells at the molecular level
are also enabling parasitologists to make exquisitely sensitive distinctions among
parasite populations. The new tool in diagnostic microbiology—called the nucleic acid
(DNA or RNA) probe—is revolutionizing the diagnosis and, scientists hope, ultimately
the treatment of parasitic diseases such as trypanosomiasis.
Molecular biology research at ILRAD and elsewhere on the genetic material of
trypanosomes led scientists to identify fragments of DNA each of which is characteristic
of a single trypanosome species or subspecies. Having determined the nucleic acid
sequences of these fragments, the scientists then made smaller DNA probes
(oligonucleotides)—single strands of the double­stranded parasite DNA fragment—
each of which combines, or hybridizes, only with genetic material obtained from
trypanosomes of the same species or subspecies.
By screening field samples of parasites with a panel of DNA probes for different
species, laboratory workers can identify trypanosomes with unequalled precision. For
this reason, the trypanosome DNA probe panels developed at ILRAD in the last few
years are in increasing demand for use in epidemiological field studies.
ILRAD's research progress in diagnostic technology for trypanosomiasis was last
featured in the January 1988 issue of this newsletter and in short reviews in
Parasitology Today (O.K. ole­MoiYoi, December 1987) and Discovery and Innovation
(P.A.O. Majiwa, June 1989). This issue brings those reports up­to­date and outlines
the possibilities and current limitations of using this new form of diagnostic test in the
field.
DNA probe—
A DNA molecule, anywhere from 15 to thousands of nucleotides long, used to detect the
occurrence of its complementary sequence of DNA (or RNA) in a mixture of nucleic acids
obtained from cells.
Development and use of DNA probes
Two types of probes are used to detect and characterize parasites: one type is based
on deoxyribonucleic acid (DNA) and the other on ribonucleic acid (RNA). DNA and
RNA are long threadlike macromolecules made up of a large number of nucleotides,
each of which is composed of a nitrogenous base, a sugar (deoxyribose in DNA, ribose
in RNA) and one or more phosphate groups. The base is a derivative of purine or
pyrimidine. The purines in DNA are adenine (A) and guanine (G); the pyrimidines are
thymine (T) (uridine [U] in RNA) and cytosine (C). A always pairs with T (or with U in
RNA), and G always pairs with C. The pairs are known as base pairs. The four bases
carry genetic information and are the basic building blocks of DNA and RNA. The
sugar and phosphate groups perform structural roles.
In a DNA molecule, each nucleotide (in the molecule's long chain of nucleotides) binds
to a complementary nucleotide on a second chain of DNA, thus giving rise to a double­
stranded macromolecule. The two strands are intertwined, forming a double helix. For
several decades scientists have known how to 'denature', or separate, the two strands
of the double helix: boiling the DNA disrupts the bonding so that the complementary
base pairs that normally hold the two strands of DNA together come apart. This
denaturation process was at first thought to be irreversible, but then it was discovered
that complementary single strands of DNA will readily re­form double helices if they are
kept for a prolonged period at lower temperatures. This process is called DNA
renaturation or re­annealing.
In a DNA hybridization assay, DNA from a mammalian cell or parasite of interest is
heated to separate the two strands of the double helix. A pure single­stranded DNA
fragment complementary in sequence to the DNA or RNA one wishes to detect is
obtained by cloning from the organism of interest or, if the sequence is short,
synthesized by chemical means. This is the DNA probe. The cloned or synthesized
DNA probe is tagged with a label, usually a radioisotope, so that its incorporation into
double­stranded molecules can be followed during the course of hybridization
reactions.
When the DNA sample is kept under appropriate conditions, the single strands re­
anneal only with complementary strands to reform the double helix (Figure 1).
(Although RNA is usually single­stranded, its hybridization to DNA, in the formation of
what are called 'heterodimers', follows the same process. In this article, 'DNA probe'
refers to both DNA and RNA probes.)
FIGURE 1. Diagram of the nucleic acid hybridization process. Single­stranded DNA
from the organism of interest is allowed to attach itself to a membrane. The single­
stranded DNA probe binds to its immobilized complementary strand. This binding can
be detected by labelling the probes with radioisotopes or with non­radioactive reporter
molecules, such as the biotin­streptavidin­enzyme complex shown in this figure.
The stringent requirement of complementarity for the re­association of single strands to
form either DNA­DNA, RNA­DNA or RNA­RNA hybrid molecules is the basis for the
unsurpassed specificity of nucleic acid probes. Indeed, hybridization reactions using
DNA probes are so sensitive and selective that complementary sequences can be
detected that occur at a concentration of as low as one molecule per cell.
In the diagnosis of microbial infections, a specific piece of parasite nucleic acid is
radiolabelled and then used to detect its complementary copy, which is usually
immobilized on a solid support. (The specific steps followed in developing a DNA
probe, and those for preparing parasite DNA samples for hybridization with the probe,
are outlined in the sidebar on this page.) Scientists at ILRAD and other institutes have
used these procedures to isolate DNA sequences from trypanosomes that can be used
to precisely identify species and subspecies of the parasite. (See p. 6 for a discussion
of how molecular techniques are revolutionizing taxonomic and epidemiological studies
in parasitology.)
Nucleic acid­based hybridization probes are superior to other available techniques in
terms of specificity, sensitivity and ease of use when large numbers of samples need to
be examined for parasite detection and characterization. Hybridization assays using
DNA probes will prove most useful in the diagnosis of diseases caused by parasites
whose isolation and identification is difficult, and thus time­consuming, or is impossible.
Use of DNA probes to detect and characterize viral, bacterial and protozoal infections
is already widespread. Because small amounts of homologous DNA from a parasite
are detected reliably by nucleic acid hybridization, the technique is applicable not only
for identifying specific organisms, as originally envisaged, but also for detecting
pathogens in crude clinical or pathological specimens.
Since the first ILRAD report on progress in this research area, published only three
years ago, use of DNA probes for diagnosing disease has been greatly accelerated by
the exploitation of the enzyme Taq polymerase (found in thermophylic bacteria), which
remains stable at high temperatures. This unusual property enables the enzyme to
amplify DNA with remarkable efficiency in a process called the polymerase chain
reaction, or PCR.
Probes developed for detection of African trypanosome
infections
In addition to being particularly useful for screening many samples, DNA probes used
in conjunction with the PCR are best exploited where little test material is available for
analysis. They are thus useful for identifying trypanosomes in the parasite's tsetse
vector and animal host, because the numbers of parasites in fly organs and
mammalian blood can be very low.
Each of the DNA probes developed at ILRAD and collaborating institutes to detect and
characterize infection by African trypanosomes has proved highly specific for a parasite
subgenus, species or subspecies: under appropriate conditions, each hybridizes only to
homologous DNA. Because the sequences that make up the probes are present in
high copy number in the genomes of trypanosome populations, these sequences have
been used to develop highly sensitive hybridization tests.
Genome—
The total genetic constitution of an organism. The DNA content of even a bacterial cell is
very large; the much larger genome of a mammalian cell carries about 3 billion base pairs of
information, most of which is arrayed along its chromosomal DNA.
The base sequences are arranged in discrete compartments of information: the individual
genes. There are between 50,000 and 100,000 genes in the genome of a mammal; each one
is responsible for specifying the structure of a particular gene product, usually a protein.
Adapted from Robert Weinberg. in The Molecules of Life: Readings from Scientific American
published by W.H. Freeman, 1985, p. 4.
Steps in making a DNA probe for the hybridization assay
1. A nucleic acid sequence of interest in the DNA of the parasite under study is
identified.
2. DNA with this sequence is isolated.
3. The isolated DNA fragment is cloned by digestion with enzymes that cut the DNA in
such a way as to leave the ends compatible with the ends of DNA from a 'cloning
vector', which is usually a bacterial plasmid or phage.
4. The plasmid or phage vector containing the foreign DNA, now called a recombinant
vector, is amplified by its infection of bacteria or another host. The recombinant vector
multiplies with the bacteria and thus produces many copies of DNA with the nucleic
acid sequence of interest.
5. The recombinant vector is purified by separating it from bacterial proteins and nucleic
acids, after which the DNA may be used as a probe. (RNA may also be used as a
probe, either directly or after being copied in a reverse direction to its complementary
DNA copy.)
6. The probe is labelled so that its hybridization can be detected.
7. The specificity and sensitivity of the probe is determined using characterized
isolates of the organism of its origin.
Steps in preparing DNA samples for the hybridization assay
1. Trypanosomes are isolated from the blood of an infected animal.
2. DNA from the parasites is purified.
3. The DNA molecules are split into fragments by digestion with restriction enzymes,
which cleave the molecules at specific sites.
4. The DNA fragments are separated according to size on agarose gels by
electrophoresis.
5. DNA from the gels is transferred onto nitrocellulose filters by Southern (capillarity)
blotting.
6. The DNA probes are hybridized with the DNA on these filters.
7. The filters are exposed to X­ray film; spots where DNA hybridization has occurred
will appear on the film as dark bands.
 
Flow of genetic information
Since their discovery in the early 1960s, techniques based on DNA hybridization have been
used as powerful tools for tracing the flow of genetic information in cells. The flow is normally
from DNA to RNA to protein and is essentially the same in all organisms. The genetic code is
the relation between the sequence of the four kinds of bases in DNA and RNA and the
sequence of the twenty kinds of amino acids in proteins. The code is beautiful in its simplicity
and is nearly 'universal', that is, messenger RNA molecules are translated correctly into the
same amino acid sequences by cells of very different species. Bacteria, for example,
efficiently express recombinant DNA molecules for human proteins, such as insulin.
At ILRAD, scientists are using bacteria to express recombinant DNA molecules that encode
proteins on the surface of two disease­causing protozoan parasites. These surface proteins
appear to be the major antigens that induce immune responses to these diseases in livestock.
The new recombinant DNA technology should enable researchers to use proteins synthesized
in the laboratory rather than whole parasites as vaccines and thus avoid some of the risk and
expense of making and using vaccines that contain living parasites.
Probes for the Trypanosoma subgenus Trypanozoon (T
brucei, T. rhodesiense, T gambiense, T. evansi)
Two probes have been developed for the Trypanosoma subgenus Trypanozoon:
pgDRl (ingi) and a 177­base pair repetitive sequence that occurs in this subgenus. The
latter probe was developed by scientists at the Netherlands Cancer Institute. The ingi
sequence, which can detect the DNA equivalent of 100 trypanosomes on a spot on a
filter, occurs in about 150–250 copies in parasite species belonging to this subgenus.
(This high copy number gave rise to its name, ingi, a Kiswahili root adjective meaning
'abundant'.) The ingi sequence is particularly interesting because it belongs to a class
of mobile genetic elements, called 'retrotransposons', which are capable of self­
replicating backwards from their copies of RNA. The resultant complementary DNA is
reinserted in a variety of places in the parasite genome. The ingi sequence has been
used to detect trypanosome infection in tsetse flies and in blood obtained from naturally
infected cattle. The ingi probe detects T. brucei brucei in the midgut, salivary glands
and proboscides of tsetse flies and also detects T. brucei gambiense, T. brucei
rhodesiense and T. evansi.
Probes for the Trypanosoma subgenus Nannomonas (T
congolense, T. simiae)
Three probes have been developed at ILRAD for the Trypanosoma subgenus
Nannomonas. The probe pgNRE­372* hybridizes only with DNA from a type of T.
congolense that occurs in savannah habitat; the probe pgNIK­450 hybridizes only with
DNA from a type of T. congolense first found at Kilifi, on the Kenya Coast; and the
probe pgNS­600 hybridizes only with DNA from T. simiae.
______________________________
* The abbreviations in the names of the probes give information about the vector in
which the DNA is cloned and the origin, kind and size of the probe. Thus, 'p' stands for
'plasmid', 'g' for 'genomic', 'Ig' for 'lambda (phage) genomic', 'k' for 'kinetoplast', 'NRE'
for 'Nannomonas repetitive element', 'NIK' for 'Nannomonas ILRAD Kilifi­type', 'NS' for
'Nannomonas simiae', 'DIL' for 'Duttonella ILRAD' and 'DR' for 'dispersed repeat'. The
figure following the hyphen is the number of base pairs (bp) in the probe.
Since the 1988 ILRAD Reports article, scientists at the University of Bristol have
developed probes specific for two more types of T. congolense: one occurs in a
forest/riverine habitat and the other has been identified in parts of West Africa.
Repetitive sequence probes made from DNA of these T. congolense do not hybridize
with DNA from each other or with DNA from the other two T. congolense types or from
T. simiae.
These four types of T. congolense cannot easily be distinguished from each other or
from T. simiae on a morphological basis. Indeed, classical techniques resort to host
range to distinguish T. congolense from T. simiae (lethal infection in pigs is usually
caused by T. simiae). But use of the hybridization assay has revealed, unequivocally,
that the four T. congolense types differ genetically both from each other and from T.
simiae. Their chromosome profiles also differ. It is likely that parasites with such clear
differences at the genetic level will also manifest phenotypic differences that may
account, for example, for the different levels of virulence and drug resistance observed
among the parasite types.
Probes for the Trypanosoma subgenus Duttonella (T vivax)
By 1987, only one probe had been made to detect T. vivax. Named 1gDIL­l0kbp, the
probe has a sequence consisting of 10,000 base pairs. The sequence was cloned from
DNA obtained from a West African clone of T. vivax called ILDat 1.2. The West African
IgDIL­l0kbp probe not only hybridized strongly with DNA from West African isolates of
T. vivax, as one would expect, but also gave faint signals when hybridized with DNA
isolated from clones of T. vivax obtained from the Coast Province of Kenya, in East
Africa.
To detect T. vivax parasites from East Africa, ILRAD scientists prepared a probe based
on kinetoplast DNA (pkDIL­900) from a clone of T. vivax from the Kenya Coast. (The
kinetoplast is a specialized structure in the mitochondria of trypanosomes that contains
DNA). Another kinetoplast DNA probe has also been prepared from West African T.
vivax. Interestingly, these East and West African probes hybridized not only with DNA
of parasites from their respective regions of isolation, but also with DNA of T. vivax
from Uganda, with which they gave signal intensities of intermediate strength
compared to those of homologous DNA. Another probe, based on 'satellite DNA'
(described on page 6) of a West African T. vivax, developed at the University of Bristol,
gives similar results when hybridized with DNA made from East and West African
isolates of T. vivax.
Disease syndromes caused by infections with the East and West African T. vivax
populations differ clinically. For this reason, more isolates will have to be obtained and
characterized before firm conclusions can be drawn about differences between T. vivax
isolates from different parts of Africa, or, indeed, from other parts of the world, such as
the Caribbean and South America, where this parasite also occurs.
Results of using species specific DNA probes to detect
trypanosomes
A panel of species­ and subspecies­specific DNA probes has been developed and
used to detect and characterize trypanosome samples collected from experimental
infections of tsetse flies and laboratory animals and from natural infections of flies and
animals in western and eastern Africa. Use of this panel of probes at ILRAD has
revealed the following.
SPECIFICITY. Each of the DNA probes developed to date has proved specific for the
trypanosome species or subspecies of the probe's origin.
SENSITIVITY. Using 32P­radiolabelled probes, the sensitivities of the trypanosome
species­ or subspecies­specific probes have ranged from 5­genome equivalents (DNA
from five trypanosomes on a spot on a filter), for the high­copy­number probes based
on satellite DNA for Nannomonas, up to 240­genome equivalents for the less abundant
1gDIL­10kbp T. vivax probe. Under these conditions, the sensitivity of a probe is clearly
a function of the probe sequence copy number in the parasite genome. (The sensitivity
of each of these probes improves manifold when used in combination with PCR
technology, in which case as few as one parasite among a million other organisms can
reliably be revealed.)
NANNOMONAS. The development and use of probes based on abundant and
repetitive DNA for parasites belonging to the subgenus Nannomonas has provided
conclusive evidence that a clear distinction exists between T. simiae and T.
congolense. It has also made clear that T. congolense has at least four distinct
genotypes—savannah, forest/riverine, West African and Kilifi—which are
morphologically indistinguishable from each other. These data suggest that the
subgenus Nannomonas may have a much wider genetic repertoire in the field than has
been appreciated. Whether these genotypes should be considered subspecies of T.
congolense or as different species altogether will depend on what (new) criteria are
used to define speciation.
TRYPANOZOON. The main repetitive sequences identified in trypanosomes of the
subgenus Trypanozoon—ingi and the 177­base­pair repeat sequence—are present in
parasites of the T. brucei group as well as in T. evansi. These parasites have
traditionally been considered different species due to their different vectors and host
ranges. The question of which criteria should be used to determine speciation among
trypanosomes of the subgenus Nannomonas may also need to be addressed for
determining speciation in the subgenus Trypanozoon.
MIXED INFECTIONS. By using DNA probes and optimizing the preparation of crude
parasite samples for analysis, researchers have detected many more 'mixed infections'
in naturally infected tsetse flies and cattle than have been reported in the past (see
Figure 2). Parasite samples collected from two areas in Uganda where human and
animal trypanosomiasis had recently occurred were analysed with subspecies­specific
trypanosome probes. The cattle herds surveyed had an infection rate of 9.3%. Most
infections were with T. brucei or T. congolense. Of a total of 33 infections, 28 (85%)
were mixed. In one animal the DNA probes detected a mixed infection of T. vivax, T.
brucei and the Kilif­ and savannah­types of T. congolense. Although T. brucei was
shown to be the agent of some single infections, this parasite was present in all mixed
infections. The significance of this finding is still unknown. The DNA probes failed to
detect parasites in 25% of samples identified by parasitological means as being
infected with trypanosomes; most of these 'false negative' infections were thought to be
T. congolense.
Tailoring DNA probes for use in the field
Simplified means of preparing field samples for laboratory analysis using DNA probes
have been described elsewhere (see 'Further reading'). Such preparation includes
impregnating filters with buffers containing bacteriostatic reagents and inhibitors of the
enzymes that degrade DNA.
Other ways ILRAD is using recombinant DNA technology
Recombinant DNA technology is a fruit of several decades of basic research on DNA and
RNA. Already extensively used in research laboratories, it is hard to imagine what biological
and medical studies would be like today without this technology.
Scientists at ILRAD are using recombinant DNA technology for a wide variety of research
purposes. They are making recombinant DNA, for example, to use in synthesizing large
quantities of selected proteins that occur on the surface of two disease­causing parasites.
With large amounts of these parasite proteins now available, scientists can analyse the
structure and function of the proteins in detail for the first time. Proteins that in laboratory work
appear most likely to help an animal's immune system fight infection are inoculated into
experimental cattle. Those that demonstrably induce protective immune responses in the
animals are then further tested for their potential use as vaccine candidates.
Use of DNA hybridization assays is also enabling researchers at ILRAD to answer the
following kinds of questions.
How many copies of a particular DNA sequence (contained in the probe) are present in
a parasite's genome?
Does a particular parasite contain a gene that is related but non­identical to a gene in
another species, subspecies or strain of the parasite?
Is a parasite expressing a given gene? At each stage in a parasite's life cycle, certain
genes are expressed (the DNA code is transcribed to RNA, which in turn is translated
to protein), while other genes are not expressed (they are not transcribed, so the
proteins they encode are not made by the cell). By determining whether a given gene is
'on' or 'off', a scientist can often say precisely which life­cycle stage a parasite has
reached. This is important to know because parasites are able to infect different hosts
only during specific stages of their life cycle.
Methods developed at ILRAD to optimize the collection of blood from animals and
materials from tsetse flies have been tested and shown to be useful for the proper
storage of samples isolated in the field before transportation to the laboratory for
analysis. Samples collected from infected animals in the field and analysed in the
laboratory for the presence of trypanosomal DNA have given positive signals up to five
months after collection.
Although employing DNA probes to detect micro­organisms has great advantages over
conventional detection methods, namely, their unequalled specificity and sensitivity, the
technique also has disadvantages. Hybridization assays require, for example,
waterbaths for the hybridization process and for washing filters as well as dark rooms
for developing X­ray films. By far the greatest disadvantage these assays have is their
reliance on radioisotope labelling. Because of the hazards, short shelf­lives and high
costs and operational difficulties involved in using radioisotopes, alternative approaches
to labelling DNA probes are now being explored. ILRAD staff aim to develop probes
that are both safer than the radiolabelled probes now widely used in advanced
laboratories and easier to use in the field.
The best­developed non­radioactive techniques for labelling probes depend on
enzymatic detection. Among these reporter systems, perhaps the most promising is
one that uses biotinylated probes. This technique exploits a high affinity between biotin
and avidin. The specificity, rapidity and tenacity with which biotin binds to avidin is
rivalled only by nucleic acid­nucleic acid interactions. The original versions of this
technique employed a variety of avidin­bound enzymes, including horseradish
peroxidase, alkaline phosphatase,­galatosidase and luciferase. Similar assays, using
anti­nitrophenol antibodies bound to a variety of enzymes, have been developed and
used to detect the hybridization of nitrophenyl­derivatized DNA probes. Unfortunately,
most of these probes to date have shown poor sensitivity and have given false positive
results when tested on field materials. However, another antigen­based detection
system, where antibody binds specifically to a digoxigenin molecule (the antigen)
incorporated into the nucleic acid probe, has given good results at ILRAD, although it
has not yet been used to detect trypanosomes. Labelling the ends of probes with
reagents has proved unsatisfactory to date because in this technique each strand
carries only one label, and this makes the probe relatively insensitive.
Most non­radiolabelled DNA probes are based on biotin detection employing avidin­
enzyme complexes and most involve DNA­base derivatization to form a variety of N­
substituted residues. These residues are joined by means of 'spacer arms' to biotin or
other reporter molecules. Some of these modified bases are then used in labelling the
DNA probes. The difficulties encountered in making these biotinylated probes include
lack of labelling uniformity among the probes and poor incorporation of modified bases
into the probes. However, recent improvements may make techniques based on biotin­
derivatized probes as sensitive as autoradiography. Moreover, the safety and long
shelf­life of these probe­labelling and detection techniques make them likely candidates
for use in epidemiological surveys. For these reasons, ILRAD scientists are currently
attempting to improve the following two techniques.
SUBSTITUTED CYTOSINE ADDUCTS IN THE SYNTHESIS OF
OLIGONUCLEOTIDES. Perhaps the most promising of the biotin­avidin­enzyme­
complex based DNA probe hybridization techniques is one employing substituted
cytosine adducts in the synthesis of oligonucleotides (short, single­stranded synthetic
DNA molecules). The reagents required for this method are cheap, commercially
available and non­carcinogenic. Unlike the other methods that incorporate biotin into
bases during labelling, oligonucleotides with derivatized cytosines can be prepared in a
reproducible manner. This method detects between 1 and 2 pg of filter­bound DNA
(about 0.01 to 0.02 of a trypanosome).
SANDWICH­CAPTURE ASSAYS. Sandwich­capture assays are based on 'split
probes'. These assays have proved promising when used on both mixed­ and fluid­
phase formats. In a mixed­phase sandwich hybridization, half the DNA probe is bound
to a filter, while the other labelled half is incubated with the test sample in solution.
Incubation of the fluid­phase hybrid with the filter allows the DNA in the fluid phase to
be captured on the solid support. A variety of these sandwich hybridization techniques
are being developed, including some in the form of an enzyme­linked immunosorbent
assay. The techniques are especially promising because they are sensitive (0.02­
trypanosome­genome equivalents), they are not usually affected by extraneous
components in properly prepared crude samples, and they eliminate tedious and time­
consuming hybridization procedures.
 
Probes developed for other protozoal diseases
DNA hybridization probes have been or are being developed for use in the diagnosis of most
of the important diseases caused by protozoans. However, the extent to which the probes are
being applied varies widely from one disease to another, depending on, among other things,
the reliability of the diagnostic tests already available for the causative organism.
The probes developed for diagnosing Leishmania, which are based on kinetoplast DNA
(kDNA), have proved particularly useful because they can detect parasites obtained directly
from lesions of the human host and from samples prepared from the sand fly vector. A
combination of kDNA and genomic repetitive sequence probes for distinguishing subspecies,
and sometimes distinct isolates, of Leishmania has been produced as well.
DNA probes have also been used successfully to detect malarial parasites in human blood
and in mosquitoes. Applying the nucleic acid hybridization technique minimizes reader bias,
which may occur when using thick smears stained with Giemsa. The molecular technique is
especially superior when large numbers of blood samples need to be examined.
DNA probes have also been developed to detect infections of African livestock with parasites
other than the trypanosome. The economically important livestock diseases caused by these
parasites include theileriosis (East Coast fever), babesiosis, anaplasmosis, rinderpest and
bovine herpes virus.
 Molecular probes are revolutionizing studies of parasite
taxonomy
Understanding the genetic variation that occurs in parasite populations is particularly
important to epidemiologists and disease control workers because populations of a
species may look alike while exhibiting marked differences in such important factors as
host preferences, infectivity, virulence and susceptibility to drugs. It was not until the
late 1960s that biologists began to understand how much of the variation in natural
populations was due to genetic differences rather than environmental effects.
Closely related species can be distinguished from each other using molecular
techniques because each organism is a 'living fossil' and contains, in the sequence of
nucleotides of its DNA, its own evolutionary record. To date, the best studied DNA
sequences in eukaryotic cells (cells with a nucleus) are those that code for proteins.
This is understandable since proteins play crucial roles in all known biological
processes.
A substantial amount of DNA in eukaryotes, however, does not code for proteins, but
rather consists of moderately or highly repeated sequence clusters, called 'satellite
DNA'. Although we don't yet know the function of these repetitive sequences, they
make especially suitable DNA probes for distinguishing closely related organisms
because, unlike the protein­coding DNA sequences (genes), which are 'highly
conserved' (the same in many related species), these sequences tend to differ among
different species and subspecies. A sequence unique to a particular parasite type will
precisely identify that type.
By applying DNA hybridization assays, ILRAD researchers have discovered an
unexpectedly large amount of genetic variation not only among closely related species,
subspecies and strains of trypanosomes and theilerial parasites but also among
individuals within those populations. Scientists now know, in fact, that genetic
differences among parasites rarely produce morphological differences. Experimental
results of using the new molecular techniques are thus causing parasitologists to
rethink precisely what they mean by a species, subspecies or strain of an organism.
Satellite DNA, for example, has been well characterized in many species. Its
predominant localization in what are known as 'centromeric regions' of chromosomes
suggests that satellite DNA may confer stability on smaller chromosomes and thus
perhaps function as a mediator of homologous chromosomal pairing. If it does prove to
play this role, satellite DNA will become an important determinant of speciation.
FIGURE 2. Trypanosomes detected in the tsetse fly gut using an ILRAD panel of DNA
probes. Numbers 1 to 8 refer to individual naturally­infected tsetse flies. The
(sub)species of origin of the DNA probes are given at the top of the columns. Each
spot indicates the presence of a trypanosome (sub)species revealed by the probe.
Although ILRAD's probe panel gave no signal for the infection in fly 1, it showed that all
the other flies had mixed infections. (A faint T. congolense (Kilifi) signal for fly 8
appears on the original X­ray film.)
DNA technology in human medicine—
Researchers are developing and applying DNA hybridization techniques not only for better
detection of disease­causing organisms, such as the trypanosomal and theilerial parasites
studied at ILRAD, but also, in human medicine, for diagnosing genetic diseases, for
characterizing malignancies, for screening blood to be used in transfusions, for characterizing
tissue samples for graft and transplant operations, and, in forensic medicine, for DNA
fingerprinting for use at the witness stand. These diverse applications, and the promise of
many more, have caused an explosion of interest in recombinant DNA technology.
Further reading
Single copies of reprints may be requested from the ILRAD Library. Please mention
the ILRAD accession number given in brackets at the end of each reference.
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